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Verfahren zur Messuno des Metah n lismus der Bauch S p P irh 0 iH f ,-,c a 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Messung des Me- 
tabolismus der Bauchspeicheldruse bei exokriner Pankreaseinsuffizienz (EPI) 
leichten, mittelschweren und schweren Grades. 

Exokrine Pankreaseinsuffizienz ist gekennzeichnet durch eine Verminderung der 
Abgabe von Enzymen aus dem Pankreas, insbesondere von Amylase, Lipase und 
Chymotrypsin sowie die Verminderung der Freisetzung von Bicarbonat. 

Der bisherige sogenannte "Goldstandard" der Bestimmung von E P.I besteht dar- 
in, dass uber einen Zeitraum von zwei Stunden Sekretin und in der zweiten 
Stunde zusatzlich Caerulein intravenos infundiert wird und dabei uber eine Duo- 
denalsonde das Duodenalsekret abgesaugt und analysiert wird. Diese Bestim- 
mungsmethode ist aufwendig, teuer und fur den Patienten sehr unangenehm 
und obendrein storanfallig. Viele Patienten reagieren zudem allergisch auf Cae- 
rulein. AuBerdem ist der Test, storanfallig und deshalb mit einer erheblichen 
Fehlerquote behaftet. Fehlt eine standardisierte Testdurchfuhrung, ist die Aus- 
wertung abhangig von den im jeweiligen Labor erhobenen Referenzwerten 
(siehe J.-Matthias"-"L6hr: Exokrine Pankreaseinsuffizienz, 1. Auflage, Bremen: 
Uni-Med, 2001). 

Ein einfacherer, aber ebenfalls nicht sehr genauer Test besteht in der Bestim- 
mung der Elastase im Stuhl. 

Ein Pankreasfunktionstest, bei dem vor allem die Amylase bestimmt wird, ist in 
der DE-C-44 26 204 beschrieben. Hierbei wird naturliche Maisstarke appliziert 
und nach Metabolisierung als 13 C-angereichertes Kohlendioxid uber die Atemluft 
ausgeschieden und analysiert. Der Test beruht darauf, dass Maisstarke von 
Natur aus mit 13 C-Atomen angereichert ist. 

Ein Nachteil des Testes besteht darin, dass hiermit nur die exokrine Pankreas- 
einsuffizienz schweren Grades bestimmt werden kann. Dies liegt unter anderem 
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daran, dass die Bauchspeicheldruse nicht. die alleinige Quelle von Amylase ist 
und der Test daher durch Amylase im Speichel- und Magensekret gestort wird, 
vgl. Loser et al., 2 Gastroenterol 1997; 35: 187-194). 

Weitere Untersuchungen der Funktionsfahigkeit der Bauchspeicheldruse sind 
entwickelt worden mit 14 C- und "C-angereicherten Substanzen, wobei die 13 C- 
S.ubstanzen bevorzugt werden, da sie den Patienten nicht mit dem radioaktiven 
14 .C-Isotop belasten. Als 13 C-angereicherte Testsubstanzen sind vor allem Cho- 
lesterolester und Triglyceride untersucht worden, wobei insbesondere das ge- 
mischte Triglycerid Glyceryl-l,3-dioctadecanoat-2-octanoat-l- 13 C (auch 1,3-' 
Distearyl,2(carboxyl- 13 C)octanoyl-glycerol genannt) untersucht wurde, da die 
pankreatische Lipase zunachst die beiden Stearyl-Gruppen hydrolisiert und erst 
dann die kurzere 13 C-Octanoyl-Gruppe der Metabolisierung zugefuhrt wird. 

Vergleiche der Untersuchungen mit dem "Goldstandard" und anderen Methoden 
haben ergeben, dass auch diese Methode nur geeignet ist, pankreatische Insuf- 
fizienz schweren und im gewissen AusmaB mittelschweren Grades zu diagnosti- 
zieren. Bei der exokrinen Pan.kreaseinsuffizienz leichten Grades versagt diese 
Methode, (vgl. Loser et al., Scand. J Gastroenterol 1998; 33:327-334). 

Es besteht somit noch immer das Bedurfnis nach einem einfacheren und auch 
fur den Patienten angenehmeren Bestimmungsverfahren der Funktionsfahigkeit 
der. Bauchspeicheldruse,. insbesondere in Fallen der exokrinen Pankreaseinsuffi- 
zienz leichten und mittelschweren Grades durch Messung des Metabolismus der 
Bauchspeicheldruse. Die Einstufung wird folgendermaBen vorgenommen: 

Leichte Pankreaseinsuffizienz: 
Verminderung des Bicarbonats urn < 50% 
oder 

Verminderung eines Enzyms urn < 50% 
oder 
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Verminderung von zwei Enzymen urn < 25% . 
oder 

Verminderung eines Enzyms und Bicarbonats um < 25% 
Mittlere Pa nkreaseinsuffizienz: 

Verminderung von mehr als zwei Enzymen und/oder Bicarbonats um 25 - 75% 
Schwere PankreasPinsuffizienz: 

Reduktion aller Enzyme und/oder Bicarbonatsekretion um > 75% 
(Lankisch et al., Dig.Dis.Sci. 1983, 28: 490-493) 

Alle Berechnungen sind auf die unteren Grenzwerte (Mittelwert -2s) eines Nor- 
malkollektives bezogen. 

Es wurde jetzt gefunden, dass die Messung dadurch moglich ist, dass vor und 
nach intravenoser Applikation von Sekretin und vor und nach.oraler Application 
eines 13 C-Mischtriglycerids der Anstieg von 13 C0 2 in der ausgeatmeten Atemluft 
bestimmt wird. 

Zur Bestimmung des Anstiegs yon 13 CO z in der ausgeatmeten Atemluft wird 
bevorzugt das Verhaltnis zwischen 13 CO ? und 12 CO z gemessen. Bevorzugt wird 
zur Messung IRMS eingesetzt. 

IRMS (Isotopic Ratio Mass Spectrometry) ist inzwischen die empfindlichste und 
beste Methode zur Bestimmung von 13 C0 2 in der ausgeatmeten Atemluft. 

Eine alternative Moglichkeit ist die Messung mittels NDIR (Non-Dispersive 
Infrared Spectroscopy). 



Wahrend nach einem Verfahren des Standes der Technik wie z.B. im oben ge- 
nannten Loser et al. (1998) beschrieben lediglich das 13 C angereicherte 
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Mischtriglycerid verabreicht wind und anschlieBend der Anteil an 13 C0 2 in der 
Atemluft gemessen wird, ist das erfindungsgemaBe Verfahren dadurchgekenn- 
zeichnet, dass die Messung unter dem Einfiuss einer vorherigen Sekretinapplika- 
tion erfolgt. 

Dabei zeigt eine verringerte Metabolisierung durch eine verzogerte oder redu- 
zierte Freisetzung von 13 C0 2 gegenuber gesunden Probanden einen Mangel an 
Pankreasenzymen und erlaubt damit eine zuverlassige Diagnose. 

Beim erfindungsgemaBen Verfahren wird vor Beginn des Tests eine Atemprobe 
entnommen und dann werden weitere. Proben in Zeitintervallen von beispiels- 
weise 15, 20 oder 30 Minuten genommen. Ublicherweise erfolgt die Messung fur 
einem Zeitraum von zwei bis fiinf Stunden, typischerweise vier Stunden. 

Bevorzugt wird zunachst mit der Applikation des Sekretins begonnen, wahrend 
der Applikation oder direkt nach Ende der Applikation wird dann das 13 C angerei- 
cherte gemischte Mischtriglycerid verabreicht. 

Die ausgeatmete Atemluft kann in Probencontainern aufbewahrt werden und 
nach Abschluss des Tests gemessen werden. Dabei ist auch ein Transport der 
Atemluftbehalter moglich. 

Als Mischtriglycerid mit 13 C-Markierung werden bevorzugt solche eingesetzt, bei 
denen die Saure in der 2 Position die 13 C-Markierungen tragt. Typischerweise 
tragen beim erfindungsgemaB eingesetzten Triglycerid die 1 und die 3 Position 
typische Fettsauren mit 12 bis 20 C-Atomen, die auch Doppelbindungen enthal- 
ten konnen. In der 2 Position des Triglycerids befindet sich eine kurzere Saure 
mit 2 bis 12 C-Atomen. Ein besonders bevorzugtes Mischtriglycerid ist das Gly- 
ceryl-l,3-dioctadecanoat-2-octanoat-l- 13 C, ein gemischtes Triglycerid, das bei- 
spielsweise von der Fa. Sigma-Aldrich in hoher Anreicherung verfiigbar ist. 

Im Gegensatz zum "Goldstandard", bei welchem Sekretin und anschlieBend 
simultan Caerulein im Laufe von zwei Stunden infundiert werden mussen, wird 
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beim erfindungsgemaSen Verfahren nur Sekretin appliziert und dies innerhalb 
kurzer Zeit , bevorzugt 5 bis 25 Minuter., typischerweise 15 Minuten. Die orale 
Applikation des 13 C-Triglycerids erfolgt auch beim erfindungsgemaSen Verfahren 
mit Hilfe einer standardisierten Testmahlzeit. Anstelle der bisher verwendeten 
Testmahlzeit aus 250 mg Mischtriglycerids homogenisiert mit 10 g Schokoladen- 
creme in einem 60°C warmen Wasserbad, und Auftragen nach dem Abkuhlen 
auf ein Stuck Toast mit 15 g Butter, kann dieses Mischtriglycerid bevorzugt auch 
einfacher appliziert werden, indem man nur 200 mg Mischtriglycerid beispiels- 
weise mit 15 g Maisstarke, 3 g Kakaopulver und 15 g Butter in 20 ml warmer 
Milch, urn eine homogene Mischung zu erhalten, verruhrt und dann auf eine 
Scheibe Toast streicht. Entscheidend ist nicht die Menge an Fett und 6l, sondern 
dass das Triglycerid mit den ubrigen Komponenten leicht homogen vermischt 
und auf eine Scheibe Toast aufgetragen werden kann. Prinzipiell besteht auch 
die Moglichkeit, das Mischtriglycerids in fertig abgepackte Portionen mit stabilen 
anderen, ausreichend fetthaltigen Komponenten zur Verfugung zu stellen, die 
dann nur noch auf die Scheibe Toast gestrichen werden mussen. 

Beim Vergleich der Testergebnisse des erfindungsgemaSen Verfahrens mit Test- 
ergebnissen des ''Goldstandards" .hat sich zunachst gezeigt, dass die Uberein- 
stimmung zwar ausreichend ist, jedoch noch immer nicht voll befriedigt. Weitere 
Untersuchungen haben dann ergeben, dass die Reproduzierbarkeit des erfin- 
dungsgemaSen Verfahrens sehr hoch ist und die Testergebnisse somit sehr viel 
enger beieinander liegen als der Vergleich mit dem "Goldstandard" erwarten 
lieS. Bei der Uberprufung dieses erstaunlichen Ergebnisses wurde festgestellt, 
dass der "Goldstandard" offensichtlich wegen seiner Aufwendigkeit und Unzu- 
mutbarkeit fur den Patienten nie auf Reproduzierbarkeit untersucht wurde und 
daher. die Abweichungen von den Ergebnissen des erfindungsgemaSen Verfah- 
rens nicht auf das erfindungsgemaSe Verfahren, sondern auf Fehlerquellen beim 
"Goldstandard" zuruckzufuhren sind (vgl. Exokrine Pankreaseinsuffizienz 2001, 
Uni-Med Verlag AG, Bremen, Lohr J.-M. und Schneider H.T.). 
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Das erfindungsgemaBe Verfahren ist somit in vieler Hinsicht dem "Goldstandard" 
uberlegen: es wird auf das Legen der Duodenalsonde verzichtet, was fur die 
Patienten auBerordentlich unangenehm ist. Es wird auf die zweistundige Infun- 
dierung von Sekretin und Caerulein verzichtet. Stattdessen erfolgt nur eine 
intravenose Applikation innerhalb von z.B. ca. 15 Minuten und nur von Sekretin. 
Da es Patienten gibt, die zwar Sekretin vertragen aber nicht Caerulein, gibt es 
wesentlich weniger Untersuchungsabbruche wegen Unvertraglichkeit. 

Die Kosten fur den Test liegen bei ca. einem Zehntel der Kosten des 
"Goidstandards". Es ist erstmals moglich, auch leichte Grade der exokrinen 
Pankreaseinsuffizienz zu bestimmen und Patienten mit dieser Diagnose zu the- 
rapieren. Auch die exokrine Pankreaseinsuffizienz mittelschweren Grades ist oft 
noch heilbar oder zumindest stabilisierbar. Pankreatische Insuffizienz schweren 
Grades ist im allgemeinen nicht mehr therapierbar, sondern nur noch bezCiglich 
der Symptome behandelbar. Von besonderer Bedeutung ist die rechtzeitige 
Erkennung der Form der pankreatischen Insuffizienz leichten und mittelschwe- 
ren Grades bei Kindern, zumal bei Kindern die Therapierbarkeit besser und 
leichter ist a Is bei Erwachsenen. 

Somit eignet sich dieses einfache. Verfahren auch als VerlaufskontroHe einer 
Enzymsubstitutionstherapie. 

ErfindungsgemaB wird ein Verfahren zur Bestimmung der Funktionsfahigkeit der 
Bauchspeicheldruse, namlicher milder und mittlerer Form der exokrinen 
Pankreasinsuffizient bereitgestellt. 

Beispiel 

13 C-Atemtest mit Stimulation von Sekretin 

Vor Anwendung des 13 C-Mischtriglycerid-Atemtests sollte der Patient fur 6 Stun- 
den (vorzugsweise uber Nacht) gefastet haben. Der Test sollte in Ruhelage 
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(sitzend Oder liegend) durchgefuhrt werden. 

Der Test beginnt mit Abnahme der ersten Nullwert-Atemprobe ("Nullwert"). 
Dazu blast der Patient mit Hilfe eines Strohhalms in das mit "Nullwert" beschrif- 
tete ProbengefaB. Danach wird dem Patienten 1 U Sekretin/kg Korpergewicht 
tiber 15 min intravenos appliziert. 

Sekretin ist beispielsweise als Secrelux® von der Firma Goldham Pharma GmbH, 
Deutschland erhaltlich. Eine KE (Klinische Einheit) entspricht 1 U (Unit). 

Der Patient nimmt nun innerhalb von 10 Minuten die zubereitete Testmahlzeit zu 
sich. 

Wahrend der nachsten vier Stunden nach Beenden der Testmahlzeit werden zu 
den im Protokoll festgelegten Zeitabschnitten Atemproben auf die oben be- 
schriebenen Weise in die jeweils eindeutig gekennzeichneten ProbengefaBe 
abgegeben. 



Probenentnahme: 
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Figur 1 zeigt die Ergebnisse der 13 C0 2 -Atemluftwerte fur einen gesunden Pro- 
banden (x) und eirten Probanden mit EPI, leichten(4.), mittelschweren (-) und 
schweren (□) Grades. 



Figur 2 zeigt die kumulativen 13 CO z -Atemluftwerte fur einen gesunden Proban- 
den (x) und einen Probanden mit EPI. (♦), leichten (♦), mittelschweren (-) und 
schweren (□) Grades. 
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Patentansoruche 

1. Verfahren zur Messung des Metabolismus der BaUchspeicheldruse, dadurch. 
gekennzeichnet, dass vor und nach intravenoser Applikation von Sekretin und 
vor und nach oraler Applikation eines 13 C-Triglycerids der Anstieg von 13 C0 2 in 

• der ausgeatmeten Atemluft bestimmt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das 13 C-Triglycerid 
das Mischtriglycerid Glyceryi-l,3-dioctadecanoat-2-octanoat-l- 13 C ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2 dadurch gekennzeichnet, dass die Bestim- 
mung von 13 CQ 2 mittels.IRMS qder NDIR erfolgt. 

4. Verfahren gemaB mindestens einen der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass innerhalb von ca. 15 - 30 Minuten 1 U Sekretin/Kg Korperge- 
wicht intravenos appliziert wird. 

5. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
2.00 mg des gemischten Triglycerids mit einer Testmahlzeit appliziert wird. 

6. Testkit enthaltend 

• Testmahlzeit aus Maisstarke und Kakaopulver 

• 13 C-Mischtriglycerid 

• Probenbeheilter 

• Gebrauchsinformation. 



7. Testmahlzeit nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das 13 C- 
Mischtriglycerid Glyceryl-l,3-dioctadecanoat-2-octanoat-l- 13 C ist. 
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BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
£Tfaded TEXT OR DRAWING 

SIblurred or illegible text or drawing 

□ skewed/slanted images 

□ color or black and white photographs 
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LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 
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REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 
□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



